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Uvod

Rak je, prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije, uzrocnik oko 25% smrti u
razvijenim zemljama 1 priblizno 15% u svjetskim razmjerima. Stoga je karcinom jedan od
glavnih zdravstvenih problema danasnjice [1]. Rak je bolest u kojoj stanica ili vise njih
izgube kontrolu nad dijeljenjem, S§to rezultira nakupinom stanica poznatom kako tumor.
Tumor je abnormalna masa tkiva koja nastaje zbog stanja u kojem se poremete kontrolni
mehanizmi koji reguliraju rast stanice $to dovodi do nekontroliranog dijeljenja, proliferacije
stanica. Normalno tkivo odrasle osobe ne tezi rastu nego odrzavanju stalnog broja stanica.
Pocetni tumor nazivamo i primarnim tumorom. Primarni tumor blokira krvne zile i organe te
tako postaje opasan za zivot. Tumorske stanice u ranoj fazi rasta nalikuju orginalnim
stanicama ali u kasnijoj fazi mogu izgubiti izgled i funkciju orginalnih stanica. Proces Sirenja
primarnog tumora na vise od jednog mjesta u tijelu se zove metastaziranje. Za tumorske
stanice koje napadaju i koloniziraju okolno tkivo kazemo da su maligne [2]. Poteskoc¢e kod
lijecenja tumora usporeduju se s potesko¢om pri odstranjivanju korova, stanice raka se mogu
odstraniti kirurski, toksi¢énim kemikalijama ili radijacijom, ali teSko je odstraniti bas svaku
stanicu. Kirurski se ne mogu odstraniti sve stanice raka, a lijekovi koji ubijaju stanice raka
Stetni su uglavnom 1 za normalne stanice. Ako 1 samo nekoliko stanica raka zaostane, one
mogu proliferirati, uzrokovati povratak bolesti, a za razliku od normalnih stanica, ¢esto sticu
otpornost na citotoksi¢ne lijekove kojima se tretiraju [3]. Ipak, neki oblici raka se danas
uspjesno lijeCe s antitumorskim lijekovima, a za neke neizlje¢ive oblike raka, terapija
produZzuje 1 olakSava Zivot pacijentima. Znacajan napredak u razvoju novih lijekova 1 terapija
je postignut zadnjih 60 godina, a zahvaljujuci otkricu lijekova kao Sto su cisplatin, taksani i
derivati dusikova iperita, uspjesno se lijeCe neki oblici bolesti [2]. Usprkos napredcima
moderne medicine, lijeCenje mnogih vrsta tumora ostaje problemati¢no, a stopa smrtnosti je

razoCaravajuce visoka [4].

Kemija opcenito, 1 posebice organska kemija, u uskoj su vezi s dizajniranjem i
razvojem lijekova. Granice izmedu biologije 1 kemije sve su manje izraZzene. Napredak u
razumijevanju sloZenih bioloskih procesa na molekularnoj razini omogucio je dizajniranje

lijekova pogodnih za selektivnu interakciju s bioloskim metama.
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1.1. Pirimidin

Pirimidin (1,3-diazin) je sastavni dio mnogih bioloski aktivnih tvari, lijekova. Pirimidin
je aromatska, organska molekula slicna benzenu i piridinu, ali za razliku od benzena, tvori
nepravilnu heksagonsku strukturu sa Sest razliCiti duzina veza i Cetiri razlicita kuta veza.

Sadrzi dva dusSikova atoma na polozajima 1 i 3 Sesteroclanog prstena (Slika 1.).
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Slika 1. Struktura pirimidina.

Dva dusikova atoma pirimidinskog prstena djeluju elektron-odvlacece §to smanjuje
elektronsku gustocu na atomima C-2, C-4 i C-6 i ¢ini ove polozaje podloznim za nukleofilni
napad, dok se elektrofilne reakcije odvijaju na atomu C-5 ili dusikovom atomu [5]. Pirimidin

je osnovna gradivna jedinica nukleozidnih baza timina, citozina i uracila (Slika 2.)
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Slika 2. Struktura pirimidinskih baza.

Osnovna struktura pirimidina je pronadena u nekim vitaminima kao S$to su tiamin
(vitamin B1), riboflavin (vitamin B2) i folna kiselina (vitamin B9). Za razliku od osnovne
molekule pirimidina koja ne pokazuje nikakva farmakoloska svojstva, derivati pirimidina su
se pokazali kao dobri kemoterapijski agensi [6]. George Hitchings je 1948. godine otkrio da
su 2,4-diaminopirimidini i 2-amino-4-hidroksipirimidini antagonisti folne kiseline. Kasnije je
otkriveno da navedeni derivati pirimidina inhibiraju enzim dihidrofolat-reduktazu [7].
Pirimidin je takoder baza u velikom broju antimetabolita, $to je jo$ jedan razlog koji dovodi

do zakljucka da njegovi derivati pokazuju Sirok spektar antitumorske aktivnosti [6].
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1.2. Nukleozidi

Nukleozidi su glikozamini koji se sastoje od duSikove heterociklicke baze koja je
vezana na Secer (riboza u RNA ili deoksiriboza u DNA) pomoc¢u N-glikozidne veze (Slika
3.). Nukleozidne baze se dijele na pirimidinske (timin, citozin i uracil ) i purinske (adenin i
gvanin) [8].
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Slika 3. Pirimidinski i purinski nukleozidi.

Nukleozidi se u stanici pomocu enzima prevode u fosfatne derivate, nukleotide koji
predstavljaju osnovne gradivne jedinice molekula DNA i RNA. Transformacija je temeljena
na djelovanju enzima kinaza, pri ¢emu dolazi do fosforiliranja na primarnoj hidroksilnoj
skupini Secera nukleozida. Adenozin-trifosfat (ATP) je primjer nukleotida koji ima vaznu
ulogu u opskrbljivanju stanica energijom [6]. Adenozin-nukleotid je i sastavni dio nekih
vaznih  dinukleotida: nikotinamid-adenin-dinukleotida (NADH/NAD"), flavin-adenin-
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dinukleotida (FADH,/FAD) te koenzima A (CoA) [9]. Svi oni pripadaju skupini koenzima,

prijenosnika razliitih kemijskih skupina medu enzimima.

1.3. C-5 supstituirani nukleozidni derivati kao antivirotici i citostatici

Velik broj nukleozidnih analoga koji su supstituirani u polozaju C-5 pokazali su snazna
bioloska djelovanja te se sintetiziraju zbog daljnih ispitivanja njihovih antivirusnih i
citostatskih djelovanja [10]. Alkinilna skupina na polozaju C-5 pirimidina povoljna je za
kemijske transformacije.

Jedan od najceSce koriStenih lijekova za lijecenje oboljelih od raka dojke 1 raka jetre je
5-fluoruracil. Djeluje tako da se umetne u RNA i metabolicki aktivira do 5-fluor-2'-
deoksiuridin-5'-monofosfata i tako inhibira enzim timidilat-sintetazu, klju¢ni enzim za
sintezu DNA [11]. 5-fluor-2'-deoksiuridin (5-FdU) je lijek koji se koristi u lijeCenju raka
debelog crijeva (slika 4.).

Br
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Slika 4. Neki bioloski znacajni C-5 supstituirani analozi nukleozida

Brivudin (BVdU) je snazan antivirusni agens koji se pokazao izrazito djelotvornim u
lijeCenju infekcija uzrokovanih virusom herpes simpleks tipa I (HSV-1), te varicella-zoster
virusa (VZV). BVdU se moZe naci na trziStu pod imenima Zostex, te Brivirac za lijeCenje
infekcija uzrokovanih virusom herpes zoster [12]. Mehanizam djelovanja temelji se na
specificnom fosforiliranju u 5-mono- i 5'-difosfatne derivate pomo¢u VZV i HSV-1 kodirane
timidin-kinazom. Moguca je konverzija i do 5'-trifosfata koji mogu inhibirati virusnu DNA-
polimerazu, te se ugraditi u virusnu DNA. Gledaju¢i strukturu ovog spoja, supstituent na C-5
polozaju deoksiuridina, presudna je komponenta zasluzna za njegovo antivirusno djelovanje
[13]. Mnogi derivati brivudina, ba$ kao i on sam pokazuju specifi¢nu aktivnost protiv

infekcija uzrokovanih virusom HSV-1, a posebice VZV [12].
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1.4. Acikliéki nukleozidni analozi

Aciklicki nukleozidni analozi su sintetski analozi prirodnih nukleozida u ¢ijoj je
strukturi Se¢erni prsten zamijenjen aciklickim lancem koji oponasa dio ili cijeli prsten (Slika
5.) [14]. Sintetski nukleozidi su sli¢ni prirodnim nukleozidima §to omogucava, nakon
fosforiliranja, njihovu ugradnju u rastuci polinukleotidni lanac, a to dovodi do prekidanja
daljnje sinteze polinukleotida ili izmjene funkcije novonastale nukleinske kiseline, posljedica
cega je smrt stanice. Takoder je otkriveno kako bi ova vrsta spojeva mogla imati vaznu ulogu
i u kontroli virusnih infekcija [14]. Neki od najpoznatijih acikli¢kih nukleozidnih analoga su

aciklovir, ganciklovir i penciklovir.
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Slika 5. Acikli¢ki nukleozidni analozi.

Aciklovir (ACV; 9-(2-hidroksietoksimetil)gvanin) je zlatni standard u lije¢enju virusnih
oboljenja. Jedini je lijek za genitalni herpes. Selektivni je inhibitor virusa herpes simpleks
(HSV), virusa varicella zoster (VZV) i citomegalovirusa (CMV) i §toviSe siguran je za oralnu
upotrebu [15]. Antivirusno se djelovanje aciklovira moze objasniti inhibitornim djelovanjem
njegova trifosfata na DNA-polimerazu virusa herpes [16]. Ganciklovir (GCV; 9-(1,3-
dihidroksi-2-propoksimetil)gvanin) u odredenim uvjetima ima bolje djelovanje i jaci uéinak
na HSV od ACV. Primjenjuje se u lije¢enju bolesti uzrokovanih citomegalovirusmom osoba

s oslabljenim imunoloskim sustavom [15].

Penciklovir (PCV; 9-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]gvanin) pokazuje snazno i
selektivno antivirusno djelovanje. To je aciklicki nukleozidni analog strukturno srodan

gancikloviru ¢ija je struktura temeljena na zamjeni Se¢erne komponente otvorenim lancem



Uvod

(1,3-dihidroksiizobutilnim lancem) koji je izravno vezan na gvanin, a pokazuje slabu

toksic¢nost i dobru selektivnost (Slika 6.)
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Slika 6. Usporedba struktura 2'-deoksigvanozina i penciklovira. Isprekidanim linijama je

oznacen dio Secera koji nije dio strukture penciklovira [17].

Penciklovir je neaktivan u pocetnom obliku. Unutar virusom zarazene stanice virusna
timidin-kinaza dodaje fosfatnu skupinu na molekulu penciklovira, ¢ime nastaje penciklovir-
monofosfat, a to je ogranicavajuéi korak u aktivaciji samog penciklovira. Stani¢ne kinaze
fosforiliraju dodatno penciklovir-monofosfat do aktivnog oblika, penciklovir-trifosfata, preko
meduprodukta difosfata. Ovaj aktivni oblik inhibira virusnu DNA-polimerazu tako §to ometa

sposobnost virusa da se replicira unutar stanice, sli¢no kao i aciklovir (Slika 7).
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Slika 7. Shematski prikaz mehanizma djelovanja penciklovira
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Stani¢na timidin-kinaza fosforilira penciklovir-difosfat znatno sporije nego virusna
timidin-kinaza, stoga je aktivni trifosfatni oblik prisutan u puno veé¢im koncentracijama u
virusom inficiranim stanicama nego u nezarazenim stanicama. Aktivirani lijek se veze za
virusnu DNA-polimerazu s ve¢im afinitetom nego za ljudsku DNA-polimerazu, zbog cega
penciklovir nije toksi¢an za normalne stanice nezarazene virusom. AKtivni trifosfatni oblik
penciklovira postoji unutar stanice puno duze vrijeme nego aktivni oblik aciklovira pa ¢e i

koncentracija uneSenog penciklovira biti veca unutar stanice [11].

1.5. Reakcije unakrsnog povezivanja katalizirane paladijem

1.5.1. Stille-ova reakcija

Stille-ova reakcija je reakcija nezasi¢enih organohalogenida i organokositrovih spojeva
uz paladijev katalizator te je jedna od najceS¢e koristenih i najuéinkovitijih reakcija za
dobivanje veze C-C definirane stereokemije (shema 1.) [18]. Moguce je sintetizirati razli¢ite
organokositrove spojeve i tako u molekulu elektrofilnog halogenida uvesti alkilni, vinilni,
alillni ili arilni supstituent. Odlazeca skupina je obi¢no halogen ili triflat. Reakcija se odvija u

blagim reakcijskim uvjetima i daje velika iskoristenja.

Pd (0) katalizator
RsSn—R!  + x—-R2 © » RI—R?

R = alkil, aril

RY = alkil, vinil, alil, aril
R2 = aril, alil, acil, vinil
X =1, Br, Cl, OTf

Shema 1. Opceniti prikaz Stille-ove reakcije.

Mehanizam Stille-ove reakcije se sastoji od oksidativne adicije, transmetaliranja i
reduktivne eliminacije koja vodi do produkta i regeneracije katalizatora (slika 8.) [19].
Mehanizam zapocinje oksidativnom adicijom tako da se elektrofil oksidativno adira na
paladij, potom se organostanan podvrgne transmetaliranju, Sto je i1 odlucujuéi korak.

Konacno, produkt nastaje brzom reduktivnom eliminacijom.
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Rl R2 Pd0L2 R2 X
reduktivna eliminacija oksidativna adicija
L R? L d‘RZ
.. P
P LA

transmetaliranje

XSnBus R-SnBuj

Slika 8. Mehanizam Stille-ove reakcije.

Organokositrovi spojevi su toksi¢ni, ali su jedni od rijetkih organometalnih reagensa
koji se mogu lako pripremiti na vise nacina. Za razliku od ostalih organometalnih reagensa
organokositrovi spojevi nisu osjetljivi na zrak i vlagu te se mogu izolirati kolonskom
kromatografijom na silika-gelu ili destilacijom i lako uskladistiti. U reakciji nastali
tributilstanil-halogenidi (BusSnX) se tesko uklanjaju iz reakcijske smjese jer se polako
hidroliziraju na silika-gel-u prilikom proc¢is¢avanja. Postoji nekoliko metoda za njihovo
uklanjanje kao Sto su: ekstrakcija s heksanom, obrada s DBU-I,, obrada reakcije s KF u
metanolu ili redukcija s NaBH3;CN (konverzija BusSnX u BuzSnH) [20, 21]. Jedan od nacina
uklanjanja BusSnX je obrada reakcije s vodenom otopinom NaOH pri ¢emu nastaju
BusSnOH i (BusSn;)O koji su znatno polarniji i zaostaju na koloni. Organokositrovi
halogenidi (jodidi, bromidi ili Kloridi) se obradom reakcijske smjese s KF pretvaraju u
organokositrove fluoride [22]. Trialkil- ili triarilkositrovi fluoridi su nehlapljivi, netopljivi (u

organskim otapalima i vodi) polimeri.

Kao katalizator se koriste paladijevi kompleksi pri ¢emu je vazno da ligandi na paladiju
budu elektron-donirajuci (snazni ¢ donori) kako bi se pospjesila oksidativna adicija. NajceSce
koriSteni katalizatori u Stille-ovim reakcijama su: tetrakis(trifenilfosfin)paladij ((PPhs)4Pd) i
benzilbis(trifenilfosfin)klorpaladij (BnPdCI(PPhs),). Upotreba kokatalizatora kao i izbor
odgovarajuceg otapala utjeCu na optimiziranje Stille-ovih reakcija [23]. C.M. Crawforth i

suradnici slucajno su 2005 god. otkrili kako zaostaci N-bromsukcinimida (NBS) pospjesuju
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Stille-ovu reakciju [23]. Otapala koja se naj¢eSce koriste su: toluen, tetrahidrofuran (THF), N-
metil-2-pirolidon (NMP), N,N-dimetilformamid (DMF) i dimetilsulfoksid (DMSO).

Mnoge paladijem katalizirane reakcije pokazale su se odlicnima za sintezu C-5
supstituiranih uracila. Kako bi se sintetizirali potencijalno aktivni antitumorski spojevi, radilo
se na sintezi supstituiranih uracila s raznim heterociklickim prstenovima poput pirimidina,
tiazola, furana, alkil-tiofena, 1-metilpirola, kao i acilnih skupina vezanih na polozaj C-5
pirimidina. Tako se C-5 supstituirani pirimidinski derivati mogu pripraviti direktnom

kondenzacijom 5-brom ili 5-joduracila sa zeljenim organokositrovim spojem [24].

1.5.2. Sonogashira-ina reakcija

Otkricem antivirusnog 1 antitumorskog djelovanja derivata nukleozida teZnja
znanstvenika bila je optimirati i unaprijediti njihovu sintezu. Ubrzo je utvrdeno da reakcije
potpomognute metalnim Kkatalizatorima predstavljaju najefikasniji pristup stvaranju nove veze
ugljik-ugljik. Sonogashira-ina reakcija omogucuje sintezu supstituiranih alkina povezivanjem
arilnih ili alkenilnih halogenida (ili triflata) i terminalnih alkina u prisutnosti paladija kao
katalizatora, baze te bakrovog halogenida kao kokatalizatora (shema 2.) [18, 25]. Omogucuje
nastanak sp-sp veze ugljik-ugljik i dobivanje enin- i arilalkin- konjugiranih veza koje se
¢esto susrecu u prirodnim spojevima, farmaceuticima i bioloski vaznim molekulama, a

predstavljaju i vazne sintetske intermedijare [26].

Pd (0) katalizator

baza
CuY

Rl=—H + X-R?

RL = aril, heteroaril, alkil
R2 = aril, heteroaril, vinil
X =1, Br, Cl, OTf

Y =1, Br

Shema 2. Opc¢eniti prikaz Sonogashira-ine reakcije.

Mehanizam Sonogashira-ine reakcije temelji se na tri osnovna stupnja: oksidativna
adicija, transmetaliranje i reduktivna eliminacija. s time da nije u potpunosti razjasnjen. U

prvom se stupnju na Pd(0)L, kompleks (L = ligand) adira nezasiceni arilni ili vinilni

10
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halogenid, pri ¢emu nastaje planarni Pd(Il) kompleks. Adicija je olakSana ako je smanjena
elektronska gusto¢a na vezi C-X organohalogenida R%-X zbog prisutnih elektron-odvlace¢ih
supstituenata. U drugom stupnju dolazi do transmetaliranja nastalog paladijevog
intermedijara. Dodatkom Cul dolazi do aktiviranja alkina, pri ¢emu nastaje bakrov-acetilid
koji reagira s paladijevim intermedijarom pri ¢emu nastaje kompleks paladija i alkina. Nakon
reduktivne eliminacije regenerira se Pd(0)L, kompleks i izolira se supstituirani alkin (slika 9.)
[18].

Rl _— R2 RZ_ X
Pd°L, o -
reduktivna eliminacija oksidativna adicija

2 L 2

| 1 N

L—Pd——R
[ L7 N\
L X
transmetaliranje
CuX Rl — Cu

}

Rl————H + baza

Slika 9. Mehanizam Sonogashira-ine reakcije.

Reakcije se naj¢esée izvode na sobnoj temperaturi, iako blago povecanje temperature
reakcijske smjese ponekad pogoduje nastanku nove veze C-C i vec¢em iskoriStenju reakcije.
Najcesce upotrebljavani paladijevi kompleksi su tris(dibenzilidenaceton)dipaladij (Pd2(dba)s)
i tetrakis(trifenilfosfin)paladij(0) ((PPhs)4Pd). (PPhs)sPd je fotoosjetljiv i nestabilan u
atmosferskim uvjetima. Njegovi nedostatci su otezano uklanjanje iz smjese produkata kao i
povremena slaba reaktivnost koja je posljedica velikih liganada. Halogene soli bakra koje se
najéeSce rabe kao kokatalizator su bakrov (I) jodid (Cul) i bakrov (1) bromid (CuBr). Kao

baza se najCeS¢e koriste trictilamin (EtzN), dietilamin (Et,NH), dipropilamin (Pr,NH) ili
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morfolin, dok se kao otapala najvise upotrebljavaju N,N-dimetilformamid (DMF),
dimetilsulfoksid (DMSO), THF ili N-metilpirolidon (NMP). Sonogashirirne reakcije
omogucuju sintezu nekih C-5 derivata pirimidina sa vrlo visokim iskori$tenjem. Optimalni
omjeri reaktanta Sonogashirinih reakcija za nastajanje C-5 derivata pirimidina su 2.0-2.5
ekvivalenata terminalnih alkina, 10% (PPhs)4Pd katalizatora, 20% Cul i 1.2 ekvivalenata
Et;N. Otapala se dodaje u minimalnim potrebnim koli¢inima zbog lakseg uklanjanja nakon

provedene reakcije [27].
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Cilj rada

2.1. Cilj rada

Cilj rada bio je usmjeren na sintezu novih spojeva koji svojom strukturom oponasaju
prirodne spojeve, nukleozide, s potencijalnim selektivnim antiproliferativnim djelovanjem. U
radu je opisana sinteza novih C-5 supstituiranih heteroarilnih i alkinilnih N-acikli¢kih
nukleozidnih analoga. Razli¢iti alkinilni supstituenti uvedeni su u polozaj C-5 N-aciklickog
pirimidina Sonogashira-inom reakcijom unakrsnog povezivanja odgovaraju¢eg jodiranog
derivata i odabranih terminalnih alkina, a heteroarilni supstituenti uvedeni su u polozaj C-5
uracila Stille-ovom reakcijom odgovaraju¢eg jodiranog derivata i organokositrovog spoja.
Novopripravljenim spojevima odredena je struktura primjenom 1D i 2D spektroskopije NMR
I spektrometrije masa. Pored toga, strukture spojeva 8a, 11 i 14c odredene su rentgenskom
strukturnom analizom. Ispitano je antiproliferativno djelovanje nekih novopripravljenih
spojeva na odabrane tumorske stani¢ne linije porijeklom iz Covjeka i normalne ljudske
fibroblaste.
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Materijali i metode

3.1. Opée napomene

Sva otapala su susena prema preporuc¢enom postupku susenja sredstvima za susenje,

odnosno destilirana iznad odgovaraju¢ih molekulskih sita.

Za pracenje tijeka reakcije je koriStena tankoslojna kromatografija. Tankoslojna
kromatografija je radena na ploCama 60F-254 presvucenih slojem silikagela Merck u
odgovaraju¢em sustavu otapala. Za detekciju izoliranih komponenata je koriStena UV-

svjetlost valne duljine 254 nm.

Kromatografija na koloni provedena je na silikagelu (Fluka, 0,063-0,2 mm), staklene

kolone su punjene pod utjecajem gravitacije, a kao eluens su koriStene odgovarajuce smjese
CH,CI,/CH30H te n-heksan/Et,0.

Spektri *H i *C NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 i 600 MHz. Svi uzorci
su otopljeni u DMSO-dg i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (8) u *H i **C NMR spektrima
izrazeni su u ppm u odnosu prema signalu DMSO na 6 2,50 ppm za 'Hi 8 39,50 ppm za Bc.
Pojedina¢ne rezonancije su asignirane na temelju njihovih kemijskih pomaka, intenziteta

signala, multipliciteta signala i konstanti sprega H-H.

Maseni spektri su snimljeni na instrumentu Agilent 6410 opremljenim sa
elektrosprejem 1 trostrukim kvadropolom (LC/MS/MS). Visokouéinkovita tekuéinska
kromatografija (HPLC) je provedena na instrumentu Agilent 1100 s UV detektorom koristeci
Zorbax C18 kolonu (2,1 x 30 nm; 3,5 um).

Monokristali spojeva 8a, 11 i 14c dobiveni su pri sobnoj temperaturi iz otopine CH,Cl,
: CH30H =10 : 1. Podaci su prikupljeni pomocu Oxford Diffraction Xcalibur 2 difraktometra
i Sapphire 3 CCD detektora uz monokromatsko MoK, zra¢enje (A = 0,71073 A) i grafitni
monokromator na Zavodu za primijenjenu kemiju Tekstilno-tehnoloskog fakulteta Sveucilista

u Zagrebu. Prikupljanje podataka provedeno je CrysAlisPro programom.

16



Materijali i metode

3.2. Procedure za pripravu spojeva

3.2.1 Derivati lanca poput penciklovirnog

2-(1-etoksietoksi)-1-kloretan (1)

U 2-kloretanol (129 ml; 1,92 mmol) oprezno je dokapan etil-vinil-eter (185 ml, 1,93
mol) na 0 °C. Potom je reakcijskoj smjesi dodana trifluoroctena kiselina (0,73 ml; 9,53
mmol), a nakon 1 sat mijeSanja dodan je i trietilamin (2,76 ml; 19,91 mmol). Produkti su
destilirani nad bezvodnim kalijevim karbonatom, Tv = 70-102 °C. Dobiven je spoj zuti
uljasti spoj 1 (133,4 ml; 46 %).

Dietil[2-(1-etoksietoksi)etil)Jmalonat (2)

Dietilmalonat (131,5 ml; 0,87 mol) je dokapan tijekom jednog sata u otopinu natrijevog
metoksida koji je prireden otopanjem elementarnog natrija (20,22 g; 0,88 g) u apsolutnom
etanolu (387 ml) pri temperaturi od 60 °C. Nakon 2 sata, u reakcijsku smjesu je dodan spoj 1
(133,4 ml; 0,87 mol) i mijesanje je nastavljeno 20 h na temperaturi refluksa. Reakcija je
prekinuta uparavanjem do suha, a potom je produkt ekstrahiran etil-acetatom (400 ml) i
vodom (150 ml). Organski sloj suSen je iznad MgSQy, filtriran i uparen te je dobiven uljasti
spoj 2 (190 g; 86 %). MS (ESI): m/z=276,16 ([M+H]")

1-acetoksi-2-acetoksimetil-4-(1-etoksietoksi)butan (3)

Spoj 2 (190 g; 0,68 mol) otopljen je u tert-butanolu (440 ml) i otopini je postepeno
dodan natrijev borhidrid (43,55 ¢; 1,14 mol). Reakcijska smjesa zagrijavana je na
temperaturu refluksa (80 °C) te je tijekom 30 minuta dodan metanol (56,10 ml) tri puta.
Nakon §to je dodana cijela koli¢ina metanola reakcijska smjesa je mijeSana na temperaturi
refluksa 3 h. U ohladenu reakcijsku smjesu, dodana je otopina natrij-fosfata (90,8 g; 0,55
mol) otopljenog u 200 ml destilirane vode, te je zakiseljena sa priblizno 20 ml klorovodicne
kiseline do pH 4. Potom je dodavana ¢ista klorovodi¢na kiselina (50 ml) do pH=7. Otapalo je
upareno, a produkt je nekoliko puta ispiran metanolom. Dobiven je uljasti produkt kojem je
dodan suhi piridin (150 ml) i1 acetanhidrid (120 ml; 1,26 mol). Reakcijska smjesa je ohladena

na 0 °C. Trietilamin (405 ml; 2,87 mol) dokapan je u reakcijsku smjesu, a nakon 10 minuta i
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metanol (74 ml). Produkt je tako ostavljen na sobnoj temperaturi 1 sat i nakon toga uparen do
Y4 volumena. Zaostali produkt je ekstrahiran kloroformom (200 ml) i zasi¢enom otopinom
natrijevog karbonata (3 x 120 ml). Organski sloj otopljen u kloroformu suSen je iznad
bezvodnog MgSO,. Otapalo je upareno i dobiven je zuti uljasti spoj 3 (55 g; 30 %). MS
(ESI): m/z=276,16 ([M+H]")

4-(acetoksi)-3-(acetoksimetil)butanol (4)

Spoj 3 (55 g; 0,20 mol) otopljen je u octenoj kiselini (48 ml; 0,85 mol) i vodi (12 ml).
Reakcijska smjesa je zagrijavana preko no¢i na 30 °C. Otapalo je upareno i1 dobiven je zuti

uljsti spoj 4 (19,6 g; 48 %). MS (ESI): m/z=205,11 ([M+H]")

4-(acetoksi)-3-(acetoksimetil)butil-metansulfonat (5)

Spoj 4 (16,92 g; 0,08 mol) je otopljen u suhom diklorometanu (80 ml; 1,25 mol), te je
reakcijska smjesa ohladena na —5 °C. Dokapavan je trietilamin (25,6 mL; 0,18 mol) te smjesa
metansulfonil-klorida (12,86 mL; 0,166mol) i diklorometana (40 ml; 0,63 mol). Reakcija je
mijeSana 2 h na —5 °C. Smjesa je ekstrahirana s 1 M HCI (95,74 ml), a potom zasi¢enom
otopinom natrijevog hidrogenkarbonata (100 ml) i zasi¢enom otopinom natrijevog klorida
(100 ml). Organski sloj susen je iznad bezvodnog MgSO, i filtriran. Otapalo je upareno i
dobiven je uljasti spoj 5 (9,96 g; 43 %).

4-(acetoksi)-3-(acetoksimetil)butil-jodid (6)

Reakcijska smjesa natrijevog jodida (10,60 g; 0,07 mol), spoja 5 (9,96 g; 0,035 mol) i
suhog acetona (100 ml) mijeSana na temperaturi refluksa 2 h. Otapalo je upareno, a ostatku
nakon uparavanja dodana je voda (200 ml) te je produkt ekstrahiran dietil-eterom (3 x 100
ml). Organski sloj je odvojen i ispran sa zasi¢enom otopinom natrijevog hidrogensulfita (100
ml), a potom i sa zasi¢enom otopinom NaCl (100 ml). Organski sloj je suSen iznad
bezvodnog MgSQO,, potom je profiltriran. Otapalo je upareno uz snizeni tlak. Produkt je
procis¢en kromatografijom na koloni (n-heksan : Et,0 = 4 : 3) te je dobiven uljasti spoj 6
(6,83 g; 31 %).
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3.2.2 C-5 supstituirani heteroarilni pirimidinski derivati
5-(furan-2-il)pirimidin-2,4-dion (7a)

Reakcijska smjesa  5-joduracila  (300,0 mg; 1,26 mmol), Kkatalizatora
bis(trifenilfosfin)paladijev(ll) diklorid ((PhsP),PdCl,; 97,0 mg; 0,14 mmol) i 2-
(tributilstanil)furana (3 ml; 9,56 mmol) u THF-u (25 ml), zagrijavana je 3 sata na temperaturi
refluksa. Nakon hladenja na sobnu temperaturu, reakcijskoj smjesi je dodan KF i mijeSanje je
nastavljeno tijekom 2 h. Krutina je odfiltrirana, a otapalo je upareno uz snizeni tlak. Zaostala
crno ulje je prociS¢eno kromatografijom na koloni (diklormetan : metanol = 20 : 1) pri c¢emu
je izoliran bijeli praskasti spoj 7a (139,1 mg; 62 %).

"H NMR: (3) 11,37 (1H, s, NH), 11,20 (1H, s, NH), 7,70 (1H, s, H-6), 7,65-7,60 (1H,
m, H-5'), 6,82 (1H, d, H-3', J = 3,2 Hz), 6,50 (1H, dd, H-4', J = 3,3 Hz, J = 1,9 Hz) ppm.

BC NMR: (8) 161,6 (C-4), 150,8 (C-2), 147,2 (C-2'), 141,7 (C-6), 136,7 (C-5'), 112,0
(C-49,107,8 (C-3", 104,9 (C-5) ppm.

5-(tiofen-2-il)pirimidin-2,4-dion (7b)

Spoj 7b sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 7a. Reagensi: 5-
joduracila (1000,0 mg; 4,20 mmol), (PhsP),PdCl, (150,0 mg; 0,21 mmol), 2-
(tributilstanil)tiofen (2,37 ml; 8,94 mmol), DMF (13 ml). Nakon kolonske kromatografije
(diklormetan : metanol = 10 : 1) izoliran je bijeli kristalini¢ni spoj 7b (114,6 mg; 26 %).

5-(furan-2-il)-N-1-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]pirimidin-2,4-dion (8a) i 5-(furan-
2-il)-N,N-1,3-bis[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]pirimidin-2,4-dion (9a)

Otopini spoja 7a (195,0 mg; 0,57 mmol) u DMF-u (11 ml) dodan je K,COj3 (113,7 mg;
0,57 mmol) u atmosferi argona, a nakon pola sata dokapan je spoj 6 (258,0 mg; 0,82 mmol)
te je mijeSanje nastavljeno 2 h. Otapalo je upareno pri snizenom tlaku, a ostatak od
uparavanja procis¢en kromatografijom na koloni (diklormetan : metanol = 20 : 1). Izolirani su
praskasti spoj 8a (27,6 mg; 14 %; t.t. = 200—203 °C) MS (ESI): m/z = 281,2 ([M+H]") i
uljasti spoj 8b (13,3 mg; 7 %) MS (ESI): m/z = 383,2 ([M+H]").
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8a:'H NMR: (3) 11,54 (1H, s, NH), 8,08 (1H, s, H-6), 7,66 (1H, d, H-5', J = 1,1 Hz),
6,86 (1H, d, H-3', J = 3,3 Hz), 6,54 (1H, dd, H-4', J = 3,3 Hz, J = 1,8 Hz), 4,42 (2H, t, OH, J
= 5,2 Hz), 3,95-3,74 (2H, m, H-1"), 3,44-3,40 (4H, m, H-4"), 1,63 (2H, g, H-2", J = 6,9 Hz),
1,58-1,47 (1H, m, H-3") ppm.

BC NMR: (8) 161,0 (C-4), 150,3 (C-2), 147,0 (C-2'), 140,7 (C-6), 136,3 (C-5), 112,5
(C-4", 108,2 (C-3", 107,8 (C-5), 61,9 (C-4"), 46,6 (C-1"), 41,3 (C-3"), 28,5 (C-2") ppm.

9a:'H NMR: (3) 8,13 (1H, s, H-6), 7,67 (1H, d, H-5', J = 1,1 Hz), 6,91 (1H, d, H-3", J =
3,1 Hz), 6,55 (1H, dd, H-4', J = 3,2 Hz, J = 1,9 Hz), 4,43 (2H, t, OH, J = 5,2 Hz), 4,35 (2H, t,
OH, J = 5,0 Hz), 3,97-3,90 (4H, m, H-1"), 3,49-3,36 (8H, m, H-4"), 1,69-1,60 (2H, m, H-
3"), 1,60-1,43 (4H, m, H-2") ppm.

B3C NMR: (8) 159,3 (C-4), 149,7 (C-2), 146,5 (C-2'), 141,4 (C-6), 138,4 (C-5'), 111,6
(C-4), 107,8 (C-3"), 104,2 (C-5), 61,5 (C-4"), 61,4 (C-4"), 47,7 (C-1"), 41,3 (C-3"), 40,7 (C-
3"), 27,7 (C-2"), 26,2 (C-2") ppm.

5-(tiofen-2-il)-N-1-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]pirimidin-2,4-dion (8b)

Spoj 8b sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 8a. Reagensi: spoj
7b (100,0 mg; 0,52 mmol), spoj 6 (234,9 mg; 0,75 mmol), K,CO3 (71,9 mg; 0,52 mmol) i
DMF (6 ml). Nakon kolonske kromatografije (diklormetan : metanol = 20 : 1) izoliran je spoj
8b (11,1 mg; 7 %). MS (ESI): m/z = 297,1 ([M+H]")

'H NMR: (8) 11,57 (1H, s, NH), 8,26 (1H, s, H-6), 7,48-7,41 (2H, m, H-5', H-3"), 7,06
(1H, dd, H-4',J =5,1 Hz, J = 3,7 Hz), 4,40 (2H, t, OH, J = 5,2 Hz), 3,89-3,78 (2H, m, H-1"),
3,49-3,35 (4H, m, H-4"), 1,63 (2H, g, H-2", J = 6,9 Hz), 1,53-1,49 (1H, m, H-3") ppm.

3.2.3 N-aciklicki C-5 alkinilni pirimidinski derivati
3-benzoilpirimidin-2,4-dion (10)

Reakcijska smjesa uracila (4,5 g; 40,0 mmol), benzoil-klorida (10,4 ml; 89,6 mmol),
acetonitrila (40 ml) i piridina (16 ml) mijeSana je 24 h na sobnoj temperaturi. Otapalo je
upareno, a u ostatak od uparavanja dodan je diklormetan i voda (1 : 1; 150 ml) pri ¢emu je
iskristalizirao bijeli sirasti talog koji je odfiltriran. Dobiveni talog je prekristaliziran u smjesi
otapala aceton/voda (1 : 1). Dobiven je bijeli kristalini¢ni spoj 10 (7,4 g; 85 %; t.t. = 218-221
°C).
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"H NMR: (8) 11,57 (1H, s, NH), 7,98-7,92 (2H, m, Ph-2"), 7,82-7,74 (1H, m, Ph-4"),
7,65 (1H, d, H-6, J = 7,7 Hz), 7,60 (2H, t, Ph-3", J = 7,7 Hz), 5,73 (1H, d, H-5, J = 7,7 Hz)
ppm.

3-benzoil-5-jodpirimidin-2,4-dion (11)

U reakcijsku smjesu spoja 10 (2,2 g; 10,28 mmol) u acetonitrilu (102 ml) dodan je jod
(1,6 g; 10,28 mmol) i amonijev cerijev(lV) nitrat (CAN; 3,4 g; 10,28 mmol). Reakcijska
smjesa je zagrijavana na temperaturi refluksa 2 sata. Otapalo je upareno, a dobiveni produkti
ekstrahirani su s etil-acetatom i vodom te zasi¢enom otopinom Na,SOs. Organski sloj je
suSen iznad bezvodnog MgSO,. Nakon filtriranja, izoliran je bijeli kristalini¢ni spoj 11 (1,9 g;
55 %; t.t. =209-211 °C).

'H NMR: (8) 11,89 (1H, s, NH), 8,13 (1H, s, H-6), 8,00-7,95 (m, 2H, Ph-2"), 7,79 (1H,
t, Ph-4",J =7,4 Hz), 7,60 (2H, t, Ph-3", J = 7,9 HZz) ppm.

BC NMR: (8) 170,2 (CO), 161,0 (C-4), 150,7 (C-2), 148,8 (C-6), 136,5 (Ph-4"), 131,9
(Ph-1"), 131,3 (Ph-3"), 130,4 (Ph-2"), 67,5 (C-5) ppm.

N-1-[4-acetoksi-3-(acetoksimetil)butil]-N-3-benzoil-5-jodpirimidin-2,4-dion (12)

Otopini spoja 11 (572,8 mg; 1,68 mmol) u DMF-u (8 ml) dodan je K,CO3 (231,5 mg;
1,68 mmol). Reakcijska smjesa je mijeSana 30 minuta na sobnoj temperaturi 1 dodan je spoj 6
(684,2 mg; 2,18 mmol) otopljen u DMF-u (2 ml) te je mijeSanje nastavljeno preko noéi.
Otapalo je upareno, a ostatak od uparavanja procisS¢en kolonskom kromatografijom
(diklormetan : metanol = 200 : 1) pri ¢emu je izoliran Zuti uljasti spoj 12 (607,0 mg; 67 %).

'H NMR: (3) 8,48 (1H, s, H-6), 8,04-7,95 (2H, m, Ph-2"), 7,80 (1H, t, Ph-4", J =74
Hz), 7,61 (2H, t, Ph-3", J = 7,8 Hz), 4,04 (4H, d, H-4", J = 5,7 Hz), 3,91-3,70 (2H, m, H-1"),
2,14-1,95 (7H, m, COCHgs, H-3"), 1,72 (2H, q, H-2", J = 6,8 Hz) ppm.

3C NMR: (8) 170,3 (COCHj3), 168,9 (CO), 159,6 (C-4), 150,7 (C-2), 149,3 (C-6),
135,6 (Ph-4"), 130,7 (Ph-1"), 130,4 (Ph-3"), 129,5 (Ph-2"), 67,2 (C-4"), 63,6 (C-4"), 46,4
(C-1"), 34,4 (C-3"), 27,3 (C-2"), 20,6 (COCH3).

N-1-[4-acetoksi-3-(acetoksimetil)butil]-N-3-benzoil-5-(heptinil)pirimidin-2,4-dion (13a)

Metoda A: U otopinu spoja 12 (137,5 mg; 0,26 mmol) u toluenu (5 ml) dodani su Cul
(10,4 mg; 0,05 mmol), (PPH3)4Pd (30,1 mg; 0,03 mmol) i EtsN (0,1 ml; 0,55 mmol) u
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atmosferi argona Potom je dokapan heptin (0,04 ml; 0,31 mmol). Reakcijska smjesa je
mijesana preko no¢i na sobnoj temperaturi te je potom dodan Amberlit IRA 400 i aktivni
ugljen. Reakcijska smjesa je odfiltrirana, a filtrat uparen. Zaostalo zuto ulje procis¢eno je
kolonskom kromatografijom (diklormetan : metanol = 200 : 1) pri ¢emu je izoliran bezbojni
uljasti spoj 13a (93,0 mg; 72 %). MS (ESI): m/z = 497,2 ([M+H]")

Metoda B: U reakcijsku smjesu spoja 12 (138,2 mg; 0,26 mmol) u toluenu (5ml)
dodani su Cul (10,5 mg; 0,05 mmol), EtzN (0,1 ml; 0,55 mmol), (PPh3),Pd (30,2 mg; 0,03
mmol), i heptin (0,04 ml; 0,31 mmol) te je zatim reakcijska smjesa zagrijavana 4 h u
mikrovalnom reaktoru pri temperaturi 60 °C. Nakon kolonske kromatografije (diklormetan :
metanol = 200 : 1) izoliran je spoj 13a (87,8 mg; 68 %). MS (ESI): m/z = 497,2 ((M+H]")

'H NMR: 8,26 (1H, s, H-6), 8,04-7,96 (2H, m, H-2"), 7,79 (1H, t, H-4", J = 7,4 Hz),
7,60 (2H, t, H-3", J = 7,8 Hz), 4,01 (4H, d, H-4", J = 5,7 Hz), 3,88-3,76 (2H, m, H-1"), 2,38
(2H, t, H-3', J = 6,9 Hz), 2,03-2,00 (1H, m, H-3"), 2,00 (6H, s, COCH3), 1,71 (2H, g, H-2", J
=71 Hz), 1,55-1,44 (2H, m, H-4), 1,43-1,22 (4H, m, H-5', H-6"), 0,87 (3H, t, CH3-7", J =
7,1 Hz) ppm.

B3C NMR: (8) 170,8 (COCHs), 169,4 (CO), 161,6 (C-4), 153,1 (C-2), 149,1 (C-6),
136,0 (Ph-4"), 131,4 (Ph-1"), 130,9 (Ph-3"), 130,0 (Ph-2"), 98,8 (C-5), 94,7 (C-2"), 72,3 (C-
1, 64,1 (C-4"), 47,0 (C-1"), 34,9 (C-3"), 30,9 (CH,), 28,2 (CH,), 27,7 (C-2"), 22,1 (CH,),
21,1 (COCHs), 19,1 (CH,), 14,3 (CH3-7") ppm.

N-1-[4-acetoksi-3-(acetoksimetil)butil]-N-3-benzoil-5-(5-klorpentinil)pirimidin-2,4-dion
(13b)

Metoda A: Spoj 13b sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 13a.
Reagensi: spoj 12 (212,3 mg; 0,40 mmol), Cul (16,1 mg; 0,08 mmol), EtsN (0,1 ml; 0,86
mmol), (PPh3)4sPd (46,5 mg; 0,04 mmol), 5-klorpentin (0,1 ml; 0,48 mmol), toluen (10 ml).
Nakon kolonske kromatografije (diklormetan : metanol = 200 : 1) izoliran je bezbojni uljasti
spoj 13b (115,7 mg; 57 %). MS (ESI): m/z = 503,2 ([M+H]")

Metoda B: Spoj 13b sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 13a.
Reagensi: spoj 12 (137,2 mg; 0,26 mmol), Cul (10,4 mg; 0,05 mmol), EtsN (0,08 ml; 0,68
mmol), (PPhs)4Pd (30,0 mg; 0,02 mmol), 5-klorpentin (0,1 ml; 0,48 mmol), toluen (5 ml).
Nakon kolonske kromatografije (diklormetan : metanol = 200 : 1) izoliran je bezbojni uljasti
spoj 13b (17,2 mg; 13 %). MS (ESI): m/z = 503,2 ([M+H]")
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'H NMR: (8) 8,30 (1H, s, H-6), 8,01-7,98 (2H, m, Ph-2"), 7,79 (1H, t, H-4", J = 7,4
Hz), 7,60 (2H, t, H-3", J = 7,9 Hz), 4,02 (4H, d, H-4", J = 5,7 Hz), 3,85-3,80 (2H, m, H-1"),
3,75 (2H, t, H-5', J = 6,4 Hz), 2,55 (2H, t, H-3', J = 6,9 Hz), 2,05-2,01 (1H, m, H-3"), 2,00
(6H, s, COCHj3), 1,94 (2H, p, H-4',J = 6,7 Hz), 1,72 (2H, q, H-2", J = 6,9 Hz) ppm.

3C NMR: 170,8 (COCHs), 169,4 (CO), 161,6 (C-4), 149,5 (C-6), 149,1 (C-2), 136,1
(Ph-4"), 131,4 (Ph-1"), 130,9 (Ph-3™), 130,0 (Ph-2"), 98,5 (C-5), 92,9 (H-2", 73,1 (C-1),
64,1 (C-4"), 47,0 (C-1"), 44,5 (C-5, 34,9 (C-3"), 31,4 (C-4Y), 27,7 (C-2"), 21,1 (COCHy3),
16,7 (C-3") ppm.

N-1-[4-acetoksi-3-(acetoksimetil)butil]-N-3-benzoil-5-(dekinil)pirimidin-2,4-dion (13c)

Spoj 13c sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 13a. Reagensi: spoj
12 (313,0 mg; 0,06 mmol), Cul (23,7 mg; 0,12 mmol), EtsN (0,2 ml; 1,29 mmol), (PPhs)4Pd
(68,6 mg; 0,06 mmol), dekin (0,1 ml; 0,71 mmol), toluen (15 ml). Nakon kolonske
kromatografije (diklormetan : metanol = 200 : 1) izoliran je zuti uljasti spoj 13c (214,0 mg;
67 %).

'H NMR: (3) 8,26 (1H, s, H-6), 8,03-7,96 (2H, m, Ph-2"), 7,79 (1H, t, H-4", J = 7.4
Hz), 7,60 (2H, t, H-3", J = 7,8 Hz), 4,01 (4H, d, H-4", J = 5,7 Hz), 3,88-3,78 (2H, m, H-1"),
2,37 (2H, t, H-3', J = 6,8 Hz), 2,10-2,02 (1H, m, H-3"), 2,04-1,91 (6H, m, COCH3), 1,71
(2H, q, H-2", J = 6,9 Hz), 1,54-1,42 (2H, m, CH,), 1,44-1,20 (10H, m,5 x CH,), 0,84 (3H, t,
CHgs, J = 6,7 Hz) ppm.

B3C NMR: (8) 170,3 (COCHs), 167,0 (CO), 161,1 (C-4), 148,4 (C-6), 145,1 (C-2),
135,6 (Ph-4"), 130,9 (Ph-1"), 130,4 (Ph-3"), 129,5 (Ph-2"), 98,3 (C-5), 94,2 (C-2"), 71,8 (C-
1, 63,5 (C-4"), 46,4 (C-1"), 34,3 (C-3"), 31,2 (CH,), 28,6 (CH,), 28,5 (CH,), 28,2 (CH,),
28,1 (CH,), 27,2 (C-2"), 20,6 (COCHg3), 18,7 (CH,), 13,9 (CHs) ppm.

N-1-[4-acetoksi-3-(acetoksimetil)butil]-N-3-benzoil-5-(3-fenilpropinil)pirimidin-2,4-dion
(13d)

Spoj 13d sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 13a. Reagensi:
spoj 12 (308,0 mg; 0,58 mmol), Cul (23,3 mg; 0,12 mmol), EtsN (0,2 ml; 1,22 mmol),
(PPh3)4Pd (68,5 mg; 0,06 mmol), 3-fenilpropin (0,1 ml; 0,91 mmol), toluen (15 ml). Nakon
kolonske kromatografije (diklormetan : metanol = 200 : 1) izoliran je Zuti uljasti spoj 13d
(211,1 mg; 70 %). MS (ESI): m/z = 517,3 ([M+H]")
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'H NMR: (3) 8,36 (1H, s, H-6), 8,05-7,98 (2H, m, Ph-2"), 7,80 (1H, t, Ph-4", J = 7,4
Hz), 7,60 (2H, t, Ph-3", J = 7,8 Hz), 7,42-7,29 (4H, m, Ph-2', Ph-3), 7,28-7,21 (1H, m, Ph-
4, 4,01 (4H, d, H-4", J = 5.7 Hz), 3,87 (2H, s, H-3), 3,87-3,81 (2H, m, H-1"), 2,09-2,01
(1H, m, H-3"), 2,00 (6H, s, COCH3), 1,72 (2H, g, H-2", J = 6,9 Hz) ppm.

3C NMR: (8) 170,8 (COCHs), 169,4 (CO), 161,6 (C-4), 149,5 (C-6), 149,2 (C-2),
136,8 (Ph-1'), 136,1 (Ph-4"), 131,4 (Ph-1"), 131,0 (Ph-3"), 130,0 (Ph-2"), 128,95 (Ph-2),
128,35 (Ph-3'), 127,0 (Ph-4"), 98,5 (C-5), 92,4 (C-2), 74,1 (C-1), 64,1 (C-4"), 47,0 (C-1",
34,9 (C-3"), 27,7 (C-2"), 25,3 (C-3"), 21,1 (CHs) ppm.

N-1-[4-acetoksi-3-(acetoksimetil)butil]-N-3-benzoil-5-(3,3-dimetilbutinil)pirimidin-2,4-
dion (13e)

Spoj 13e sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 13a. Reagensi: spoj
12 (187,0 mg; 0,35 mmol), Cul (14,1 mg; 0,07 mmol), EtsN (0,1 ml; 0,88 mmol), (PPhs)4Pd
(40,9 mg; 0,04 mmol), 3,3-dimetilbutin (0,1 ml; 0,42 mmol), toluen (10 ml). Nakon kolonske
kromatografije (diklormetan : metanol = 200 : 1) izoliran je spoj 13e kao bezbojno ulje (140,0
mg; 83 %).

'H NMR: (3) 8,23 (1H, s, H-6), 8,08-7,90 (2H, m, Ph-2"), 7,79 (1H, t, Ph-4", J =74
Hz), 7,60 (2H, t, Ph-3"™, J = 7,8 Hz), 4,02 (4H, d, H-4", J = 5,7 HZz), 3,89-3,70 (2H, m, H-1"),
2,08-2,02 (1H, m, H-3"), 2,02 (6H, s, COCH3), 1,78-1,60 (2H, m, H-2"), 1,24 (9H, s, CH3)
ppm.

B3C NMR: (8) 170,3 (COCHj3), 168,9 (CO), 160,9 (C-4), 159,9 (C-2), 148,6 (C-6),
135,5 (Ph-4"), 130,9 (Ph-3"), 130,4 (Ph-1"), 129,4 (Ph-2"), 101,9 (C-5), 98,1 (C-2, 70,3
(C-19, 63,6 (C-4"), 46,4 (C-1"), 34,4 (C-3"), 30,6 (CH3), 27,7 (C-3), 27,2 (C-2"), 20,6
(COCHg) ppm.

5-(heptinil)-N-1-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]pirimidin-2,4-dion (14a)

Otopini spoja 13a (82,6 mg; 0,17 mmol) u metanolu (1,7 ml) je dodana svjeze
pripravljena 0,1 M otopina NaOCH3/CH3OH (0,7 ml). Reakcijska smjesa je mijeSana preko
no¢i na sobnoj temperaturi, te potom neutralizirana dodatkom Amberlysta 15. Reakcijska
smjesa je filtrirana, filtrat uparen, a ostatak od wuparavanja procis¢en kolonskom
kromatografijom (diklormetan : metanol = 20 : 1). Izoliran je bijeli kristalini¢ni spoj 14a
(35,5 mg; 70 %; t.t. = 89—92 °C). MS (ESI): m/z = 309,2 ([M+H]")
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'H NMR: (8) 11,45 (1H, s, NH), 7,95 (1H, s, H-6), 4,41 (2H, t, OH, J = 5,2 Hz), 3,79-
3,65 (2H, m, H-1"), 3,48-3,34 (4H, m, H-4"), 2,35 (2H, t, H-3', J = 7,0 Hz), 1,61-1,41 (4H,
m, H-2", H-4"), 1,41-1,20 (4H, m, H-5', H-6"), 0,88 (3H, t, CH3, J = 7,1 Hz) ppm.

BC NMR: (3) 162,3 (C-4), 149,9 (C-2), 147,9 (C-6), 98,1 (C-5), 93,0 (C-2"), 72,8 (C-
19, 61,5 (C-4"), 46,3 (C-1"), 40,7 (C-3"), 30,4 (CH,), 27,9 (CH,), 27,7 (C-2"), 21,6 (CH,),
18,7 (C-3'), 13,8 (CH3) ppm.

N-1-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]-5-(5-klorpentinil)pirimidin-2,4-dion (14b)

Spoj 14b sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 14a. Reagensi:
spoj 13b (78,0 mg; 0,16 mmol), metanol (1,4 ml) i 0,1 M NaOCH3/CH3;OH (0,7 ml).
Kolonskom kromatografijom (diklormetan : metanol = 20 : 1) izoliran je bijeli kristalini¢ni

spoj 14b (44,4 mg; 91 %; t.t. = 133—135 °). MS (ESI): m/z = 315,1 ([M+H]")

'H NMR: (8) 11,46 (1H, s, NH), 7,99 (1H, s, H-6), 4,39 (2H, t, OH, J = 5,2 Hz), 3,80
3,68 (4H, m, H-1", H-5"), 3,44-3,33 (4H, m, H-4"), unutar signala za DMSO (H-3), 1,93 (2H,
p, H-4',J=6,7 Hz), 1,56 (2H, q, H-2", J = 6,8 Hz), 1,51-1,41 (1H, m, H-3") ppm.

BC NMR: (3) 162,8 (C-4), 150,4 (C-2), 148,7 (C-6), 98,2 (C-5), 91,8 (C-2"), 74,1 (C-
1, 61,9 (C-4"), 46,8 (C-1"), 44,6 (C-5", 41,2 (C-3"), 31,6 (C-4"), 28,2 (C-2"), 16,8 (C-3")
ppm.

5-(dekinil)-N-1-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]pirimidin-2,4-dion (14c)

Spoj 14c sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 14a. Reagensi: spoj
13c (145,0 mg; 0,27 mmol), metanol (2,6 ml) i 0,1 M NaOCH3/CH30H (1,3 ml). Kolonskom
kromatografijom (diklormetan : metanol = 20 : 1) izoliran je bijeli kristalini¢ni spoj 14c¢ (75,5
mg; 80 %; t.t. = 132—135 °C). MS (ESI): m/z = 351,3 ([M+H]")

'H NMR: (8) 11,45 (1H, s, NH), 7,95 (1H, s, H-6), 4,40 (2H, t, OH, J = 5,2 Hz), 3,76
3,66 (2H, m, H-1"), 3,46-3,33 (4H, m, H-4"), 2,35 (2H, t, H-3', J = 6,9 Hz), 1,62-1,19 (15H,
m, H-2", H-3", H-4', H-5', H-6", H-7', H-8', H-9"), 0,86 (3H, t, CH3-10", J = 6,7 Hz) ppm.

13C NMR: (8) 162,8 (C-4), 150,4 (C-2), 148,4 (C-6), 98,6 (C-5), 93,5 (C-2), 73,3 (C-
1, 62,0 (C-4"), 46,8 (C-1"), 41,2 (C-3"), 31,7 (CH,), 29,1 (CH,), 29,0 (CH,), 28,8 (CH,),
28,7 (CHy), 28,2 (C-2"), 22,5 (CHy), 19,3 (C-3"), 14,4 (CH3-10") ppm.
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5-(3-fenilpropinil)-N-1-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]pirimidin-2,4-dion (14d)

Spoj 14d sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 14a. Reagensi:
spoj 13d (152,0 mg; 0,29 mmol), metanol (2,7 ml) i 0,1 M NaOCH3/CH3OH (1,4 ml).
Kolonskom kromatografijom (etil-acetat : metanol = 10: 1, a zatim diklormetan : metanol =
20 : 1) izoliran je uljasti spoj 14d (50 mg; 52 %).

'H NMR: & 11,48 (1H, s, NH), 8,05 (1H, s, H-6), 7,43-7,19 (5H, m, Ph), 4,39 (2H, t,
OH, J =5,2 Hz), 3,84 (2H, s, H-3"), 3,79-3,64 (2H, m, H-1"), 3,48-3,29 (4H, m, H-4"), 1,57
(2H, g, H-2", J = 6,8 Hz), 1,44-1,47 (1H, m, H-3") ppm.

BC NMR: (8) 162,4 (C-4), 149,9 (C-2), 148,4 (C-6), 136,6 (Ph-1'), 128,5 (CH-Ph),
127,9 (CH-Ph), 126,6 (Ph-4), 97,7 (C-5), 90,8 (C-2"), 74,7 (C-1, 61,4 (C-4"), 46,4 (C-1"),
40,7 (C-3"), 27,7 (C-2"), 24,9 (C-3") ppm.

5-(3,3-dimetilbutinil)-N-1-[4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butil]pirimidin-2,4-dion (14e)

Spoj 14e sintetiziran je prema postupku opisanom za pripravu spoja 14a. Reagensi: spoj
13e (100,0 mg; 0,21 mmol), metanol (1,8 ml) i 0,1 M NaOCH3/CH3;OH (1 ml). Kolonskom
kromatografijom (etil-acetat : metanol = 10: 1, a zatim diklormetan : metanol = 20 : 1)
izoliran je bijeli kristalini¢ni spoj 14e (31 mg; 51 %; t.t. = 95-98 °C). MS (ESI): m/z = 295,2
(IM+H]")

'H NMR: (8) 11,41 (1H, s, NH), 7,92 (1H, s, H-6), 4,39 (2H, t, OH, J = 5,2 Hz), 3,75-
3,67 (2H, m, H-1"), 3,46-3,35 (2H, m, H-4"), 3,35-3,32 (2H, m, H-4"), 1,55 (2H, dd, J = 14,9
Hz, J = 6,8 Hz), 1,49-1,42 (1H, m, H-3"), 1,24 (9H, s, CH3) ppm.

BC NMR: (8) 162,7 (C-4), 150,4 (C-2), 148,4 (C-6), 101,2 (C-5), 98,4 (C-2'), 71,8 (C-
1, 61,9 (C-4"), 46,8 (C-1"), 41,2 (C-3"), 31,3 (CH3), 28,2 (C-2"), 28,1 (C-3") ppm.
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Rezultati i sinteza

4.1. Sinteza

Sintetiziran je niz modificiranih nukleozida, C-5 supstituiranih heteroarilnih (8a-b) i
alkinilnih (14a-e) N-aciklickih derivata pirimidina koriste¢i reakcije unakrsnog povezivanja
katalizirane paladijem. U C-5 polozaj pirimidina uvedeni su heteroarilni (furilni i tienilni)
supstituenti te linearni alkinilni supstituenti, fenilni te razgranati izobutilni supstituent kako bi
se promatrao utjecaj prirode supstituenta na antiproliferativno djelovanje novopriredenih
spojeva. U polozaj N-1 pirimidina uveden je lanac poput penciklovirnog. Lanac poput
penciklovirnog sa zasti¢enim hidroksilnim skupinama i jodom kao odlaze¢om skupinom (6)

pripravljen je sintezom u Sest stupnjeva (shema 3) [28, 29].

H . COOEt
cl O J\ ol dietil-malonat M
A~ /\ P Y s /\O o
0] —_— 0 0
trifluoroctena NaOCH3 2
kiselina 1

OAc OAc ledena J\ /\/(/
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OAc < /\/&, OAc /\O 0
MsO EtN HO A 3
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aceton
OAc
| /\/&, OAc
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Shema 3. Sinteza derivata penciklovirnog lanca (6).

Spoj 1 dobiven je reakcijom 2-kloretanola i etil-vinil-etera u prisutnosti trifluoroctene
kiseline kao katalizatora uz iskoristenje reakcije od 46 %. Reakcijom alkiliranja acetala 1 s
natrijevim dietil-malonatom pripravljen je diester 2 uz iskoriStenje od 86 %. Redukcijom
esterskih skupina spoja 2 koja je provedena uz natrijev tetrahidroborat dobiven je diol u
kojem su in situ hidroksilne skupine zastiene acetiliranjem uz acetanhidrid pri ¢emu je
izoliran diacetoksi-acetal 3 uz iskoristenje od 30 %. Uklanjanje 1-etoksietilne zastitne
skupine spoja 3 provedeno je u kiselim uvjetima pri ¢emu je nastao 4-acetoksi-3-
(acetoksimetil)butanol (4). Mesiliranjem primarne hidroksilne skupine u spoju 4 uz

metansulfonil-klorid dobiven je spoj 5 uz iskoristenje reakcije od 43 %. Jodiranjem spoja 5
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pomocu natrij-jodida sintetiziran je lanac poput penciklovirnog 6 uz iskoristenje od 31 %
(shema 3.).
C-5 furilni i tienilni derivati pirimidina s lancem poput penciklovirnog u polozaju N-1

(11a-b) pripravljeni su sintezom u dva stupnja (shema 4).

HO
] =
HN (PPh3),Cl,Pd HN N\ $p0j 6 HN HO N X
] ——— A1) 7 5 A CA
07N 2-Ds N
o H (Bu3)Sn\@ H 0 0 N
7a, X=0 OH
7b, X=S 9a, X=0
OH 9b, X=S
8a, X=0
8b, X=5
\\§ J

Shema 4. Sinteza N-aciklickih derivata pirimidina (8a-b).

Stille-ovom reakcijom 5-joduracila i odgovarajuceg heteroarilnogstanana uz katalizator
bis(trifenilfosfin)paladijev(ll) diklorid ((PhsP).PdCl,) sintetizirani su spojevi 7a i 7b u
iskoristenju od 62 i 26 % (shema 4.). Alkiliranjem spojeva 7a i 7b uz alkil-jodid 6 te kalijev
karbonat kao bazu uveden je lanac u N-1 polozaj pirimidina pri ¢emu su kao sporedni
produkti nastali i dialkilirani derivati 9a i 9b. Masenom spektrometrijom potvrden je
nastanak disupstituiranog tienilnog derivata, ali u nedovoljnoj koli¢ini za potpunu
spektroskopsku karakterizaciju. Zbog bazi¢nih uvjeta reakcije alkiliranja, u istoj reakciji je
doSlo do uklanjanja zaStitnih acetilnih skupina pobo¢nog lanca.

S obzirom na slabo iskoriStenje ovog sintetskog puta, za uvodenje alkinilnih
supstituenata u polozaj C-5 uracila, pripravljen je 5-jod-N-acikli¢ki derivat pirimidina (12)
kao prekursor za reakcije katalizirane paladijem (shema 5).

Buduc¢i da reakcijom 5-joduracila i alkil-jodida 6 moze nastati N,N-1,3-disupstituirani
derivat, uvedena je zastitna skupina u polozaj N-3 uracila. Nakon reakcije benzoiliranja

uracila s benzoil-kloridom (BzCl) izoliran je spoj 10 u iskoristenju od 85 % (shema 5).
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Shema 5. Sinteza C-5 alkinilnih N-aciklic¢kih derivata pirimidina Sonogashira-inom

reakcijom.

Polozaj C-5 spoja 10 je potom jodiran uz jod i amonijev cerijev(IV) nitrat (CAN) pri
¢emu je izoliran spoj 11 u iskoriStenju od 55 %. Spoj 12 je sintetiziran alkiliranjem spoja 11
uz alkil-jodid 6 i kalijev karbonat (shema 5.). Spojevi iz serije C-5 supstituiranih alkinilnih
derivata uracila pripravljeni su Sonogashira-inom reakcijom spoja 12 i odgovarajuéih
terminalnih alkina (shema 5.). Sonogashira-ina reakcija je provedena uz EtsN, katalizator
Pd(PPhs)s, 1 kokatalizator Cul. Reakcijska smjesa je nakon zavrSetka reakcije obradena
dodatkom Amberlita IRA 400 koji na sebe veze u reakciji nastali EtsNHI i time olakSava

proc¢is¢avanje produkta. Najveca iskoristenja dobivena su u reakciji sinteze N-aciklickog 3,3-
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dimetilbutinilnog 13e (83 %) i 5-heptinilnog derivata 13a (72 %). Nasuprot tome, najnize
iskoristenje je dobiveno u reakciji sinteze N-aciklickog 5-klorpentinil derivata pirimidina 13b
(57 %). Spojevi 13a i 13b dobiveni su sintezom potpomognutom mikrovalovima uz
iskoriStenje od 68 i 13 %. Sinteze potpomognute mikrovalovima nisu dale oc¢ekivane
rezultate jer su prilikom tih sinteza nastali nuz-produkti reakcije, pa je iskoristenje tih reakcija
bilo manje.

Acetilne skupine u N-1 pobo¢nom lancu i benzoilna zastitna skupina uklonjene su u
bazi¢nim uvjetima uz NaOCHgs pri sobnoj temperaturi pri cemu su izolirani spojevi 14a—e.
Uklanjanje zastitnih skupina uz 1 M NaOH, zatim provodenje reakcije pri povisenoj
temperaturi ili produljenjem vremena reakcije rezultiralo je nastankom veceg broja sporednih

produkata i nizim iskoriStenjem reakcije.
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4.2. Strukturna karakterizacija novopriredenih spojeva

4.2.1 Kiristalna i molekulska struktura spojeva 8a, 11 i 14c

Kristalne strukture spojeva 8a, 11 i 14c odredene su rentgenskom strukturnom

analizom, a njihova molekulska struktura prikazana je na slikama 9, 10 i 11.

Slika 9. a) Molekulska struktura spoja 8a; b) dio kristalne strukture spoja 8a. VVodikove veze

su prikazane isprekidanom linijom.
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Slika 10. a) Molekulska struktura spoja 11. Samo je jedna od dvije neovisne molekule
prikazana na slici; b) dio kristalne strukture spoja 11. Vodikove veze su prikazane

isprekidanom linijom.
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Slika 11. a) Molekulska struktura spoja 14c i te fotografija monokristala spoja 14c pod

mikroskopom; b) kristalno pakiranje spoja 14c, prikazano duz kristalografske osi c. VVodikove

veze su prikazane isprekidanom linijom.
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U spoju 8a i 14c, 4-hidroksi-3-(hidroksimetil)butilni lanac vezan je na atom N-1
pirimidinskog prstena. Ove se dvije strukture razlikuju u supstituentu na atomu C-5

pirimidinskog prstena. U spoju 8a to je furanski prsten, dok je u spoju 14c dekinilni lanac.

Spoj 11, kod kojeg su benzoilna skupina i jod vezani na atome N-3 i C-5 pirimidinskog
prstena, kristalizirao je s dvije neovisne molekule (oznacene s A i B) u asimetri¢noj jedinici.
Vezni kut C2-N3—-C4 u pirimidinskom prstenu u sve tri strukture je prosiren [1la,
127,79(14)°% 16c, 127,3(2)°% 13, 126,5(4) i 125,2(5)°]. Ipak, zbroj svih endocikli¢kih veznih
kuteva u prstenu iznosi 720° kao $to se i ofekuje za aromatski Sestero¢lani prsten [11a,
719,8°% 16¢, 720,0% 13, 719,6 i 719,9°].

U spoju 8a, furanski i pirimidinski prsten su gotovo koplanarni jer diedarski kut izmedu
ravnina prstenova iznosi priblizno 6° [5,87(10)°]. S druge strane, atomi C11/C12/C13/C14
¢ine ravninu koja je gotovo okomita u odnosu na pirimidinski prsten, s kutem priblizne
vrijednosti 85° [84,53(15)°]. Isto je i s atomima C7/C8/C9/C11 u strukturi spoja 14c, gdje taj
kut iznosi 89,7(2)°. Dvije hidroksimetilne skupine u strukturama spojeva 8a i 14c poprimaju
dvije razli¢ite konformacije, antiperiplanarnu [C12—-C13-C14-04 = 178,15(14)° u spoju 8a,
C8-C9-C11-04 = 176,0(2)° u spoju 14c] i sinklinalnu [C12-C13-C15-05 = 55,10(19)° u
spoju 8a, C8—-C9-C10-03 = 53,2(4)° u spoju 14c]. Fenilni i pirimidinski prstenovi u dvije
neovisne molekule strukture spoja 11 su gotovo okomiti jer vrijednosti diedarskih kuteva
izmedu ravnina iznose 73,0(3)° i 81,7(3)°.

Molekule spoja 8a medusobno su povezane jakim N-H--O i O-H--O vodikovim
vezama u vrpce, koje su povezane slabim C-H--O vodikovim vezama u trodimenzijsku
mrezu (slika 9.). Zanimljivo je da se osnovna supramolekulska struktura spoja 14c vrlo malo
razlikuje (slika 11.). Jedna N-H:-O i dvije O—H--O vodikove veze povezuju molekule u
lance prstenova, Koji su potom povezani u trodimenzijsku mrezu vodikovim vezama C—H---O
tipa. U strukturi spoja 11, dvije N-H---O vodikove veze povezuju dvije neovisne molekule u
dimere (slika 12.). Dimeri su povezani slabijim C-H---O vodikovim vezama u trodimenzijsku
mrezu. Tako, osnovna supramolekulska struktura je u svim strukturama drugacija, u spoju 8a
jake vodikove veze Cine vrpce, u strukturi spoja 14c lance prstenova, a strukturi spoja 11

dimere, dok je kona¢na supramolekulska struktura u svim strukturama trodimenzijska mreza.
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4.2.2  Spektroskopska karakterizacija

Struktura svih novopriredenih spojeva potvrdena je spektrima *H i **C NMR. Na slici
12 je prikazana usporedba spektara 1H NMR spojeva 13c i 14c.
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Slika 12. Usporedba spektara *H NMR spojeva 15¢ i 16c.
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Iz usporedbe spektara *H NMR spojeva 13c i 14c (slika 12) vidljivo je da su zastitne
skupine uspjesno uklonjene. Signali koji odgovaraju benzoilnoj zastitnoj skupini te acetilnim
zaStitnim skupinama u pobo¢nom lancu oznaceni su elipsom crvene boje i nisu prisutni u
spektru spoja 14c.. U spektru *H NMR spoja 14c vidljiv je novi signal na 11,5 ppm koji
odgovara NH protonu te triplet od 2 H na 4,4 ppm koji odgovara hidroksilnim skupinama N-1
pobo¢nog lanca. Nadalje, vidljiv je i pomak metilenskih protona H-4" u visa polja (s 4 ppm u
spoju 13c na 3,4 ppm u spoju 14c). Ostali signali odgovaraju pretpostavljenim strukturama.
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Slika 13. Usporedba spektara **C NMR spoja 15¢ i 16c.
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Usporedbom spektara *C NMR spojeva 13c i 14c (Slika 13.) takoder je potvrdeno da
signali koji odgovaraju benzoilnoj zastitnoj skupini te acetilnim skupinama u spektru spoja

13c nisu prisutni u spektru spoja 14c.

Kako bi se utvrdilo da li se benzoilna skupina nalazi na polozaju N-3, a lanac poput
penciklovirnog na polozaju N-1 pirimidina, snimljen je spektar 2 D HMBC spoja 13e (slika
14 a i b). Interakcije ugljikovih i vodikovih atoma odgovaraju pretpostavljenoj strukturi.
Jasno su vidljive interakcije metilenskih protona H-1" s ugljikovim atomima C-2 i C-6 dok se
ne vide interakcije s ugljikovim atomom C-4 $§to potvrduje kako se lanac poput

penciklovirnog nalazi na polozaju N-1 pirimidina.
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Slika 14. a) Spektar HMBC spoja 13e; b) dio spektra HMBC spoja 13¢; c) dio spektra
HMBC spoja 13e prikazan kao trodimenzijska slika. Klju¢ne interakcije prikazane su

strelicama.
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4.3. Ispitivanje antitumorskog djelovanja in vitro za spojeve 8a i 12.

Ispitano je antiproliferativno djelovanje in vitro spojeva 8a i 12 na tri stani¢ne linije
zlo¢udnih tumora porijeklom iz ¢ovjeka: karcinom vrata maternice (HeLa), karcinom debelog
crijeva (SW 620) i karcinom dojke (MCF-7) te na normalne diploidne fibroblaste porijeklom
iz ¢ovjeka (BJ) (tablica 1). Spojevi su pokazali antiproliferativno djelovanje na odabrane
stani¢ne linije pri najvecoj testiranoj koncentraciji (100 uM). Ispitani spojevi su pokazali
slabo djelovanje na stanice karcinoma vrata maternice (HelLa) te na stanice karcinoma
debelog crijeva (SW 620). 5-jodpirimidinski derivat 12 i 5-furilni derivat 8a su pokazali
izrazeno antiproliferativno djelovanje (1,2 i 7,3 uM) na stanice karcinoma dojke MCF-7, ali i
na normalne fibriblaste porijeklom iz ¢ovjeka (BJ). S obzirom da su spojevi 12 i 8a pokazali
selektivno antiproliferativno djelovanje, ali istovremeno i toksi¢nost na normalne ljudske
fibroblaste, odabrani su za daljnje optimiranje strukture. U tijeku je testiranje ostalih spojeva
ove serije spojeva iz kojeg ¢e se zakljuciti kako supstituent na polozaju C-5 pirimidina utjece

na antiproliferativno djelovanje.

Tablica 1. Vrijednosti za ICsp (uM) ispitivanih spojeva na odabrane stani¢ne linije.

ICs0° (MM)
spojevi stani¢ne linije
MCF-7 SW 620 Hela BJ
8a 7,3 >100 >100 >0,1
12 1,2 >100 >100 0,6

%ICs0; koncentracija spoja koja inhibira rast stanica za 50 %
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Slika 15. Antiproliferativno djelovanje in vitro spoja 8a na stani¢ne linije zlo¢udnih tumora

porijeklom iz ¢ovjeka te na normalne diploidne fibroblaste porijeklom iz ¢ovjeka
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Slika 16. Antiproliferativno djelovanje in vitro spoja 12 na stani¢ne linije zlo¢udnih tumora

porijeklom iz ovjeka te na normalne diploidne fibroblaste porijeklom iz ¢ovjeka
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ZakljuCak

Opisana je sinteza novih, C-5 heteroarilnih i alkinilnih N-aciklickih pirimidinskih

nukleozidnih analoga.

ViSestupnjevitom sintezom, polazeéi od 2-kloretanola i etil-vinil-etera pripravljen je
lanac nalik penciklovirnom 6 koji je posluzio kao alkiliraju¢i agens za N-1 alkiliranje. C-5

supstituirani derivati pirimidina pripravljeni su Stille-ovom i Sonogashira-inom reakcijom.

Stille-ovom reakcijom 5-joduracila i odgovarajuceg heteroarilnog stanana uz katalizator
bis(trifenilfosfin)paladijev(ll) diklorid ((PhsP).PdCl,) sintetizirani su spojevi 7a i 7b koji su
potom reakcijom alkiliranja i deprotekcije dali ciljane C-5 supstituirane heteroarilne N-

acikli¢ke pirimidine (8a-b).

Spojevi iz serije C-5 supstituiranih alkinilnih derivata uracila (14a-e) pripravljeni su
Sonogashira-inom reakcijom spoja 12 uz Et3N, katalizator Pd(PPhg)4, i kokatalizator Cul te

odgovarajucih terminalnih alkina.

Strukture svih sintetiziranih spojeva su potvrdene spektroskopskim metodama H- i

13C-NMR, te spektrometrijom masa.

Odredena je kristalna struktura spojevima 8a, 11 i 14c. Atomi dihidroksiizobutilnog
lanca spojeva 8a i 14c¢ Cine ravninu koja je gotovo okomita u odnosu na pirimidinski prsten, a

furilni i alkinilni supstituent su gotovo koplanarni s pirimidinskim prstenom.

N-aciklicki pirimidinski derivat s 5-furilnim supstituentom 8a i 5-jod N-aciklicki
derivat 12 pokazali su izrazeno antiproliferativno djelovanje (7,3 i 1,2 uM) na karcinom
dojke (MCF-7) te na normalne fibroblaste porijeklom iz covjeka (BJ) te su odabrani kao
predvodni spojevi za daljnje optimiranje strukture. U tijeku je testiranje ostalih

novopriredenih spojeva.
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8.SAZETAK



Sazetak

Danijel Glava¢

SINTEZA, KRISTALOGRAFSKA ANALIZA | CITOSTATSKA DJELOVANJA
C-5 HETEROARILNIH | ALKINILNIH N-ACIKLICKIH PIRIMIDINSKIH
NUKLEOZIDNIH ANALOGA

Strukturni analozi prirodnih nukleozida u kojima je purinski, pirimidinski ili Secerni
prsten zamijenjen strukturno srodnom heterociklickom bazom ili aciklickim lancem imaju
izrazenu citostatsku i antivirusnu aktivnost. Istrazivanje je usmjereno na sintezu novih
pirimidinskih analoga, koji svojom strukturom oponaSaju prirodne spojeve, pirimidinske
nukleozide. Derivati pirimidina s heteroarilnim supstituentom u polozaju C-5 pirimidina 8a-b
pripravljeni su Stille-ovom reakcijom povezivanja organokositrovih intermedijara s
nezasic¢enim organskim elektrofilima pomocu paladijevog katalizatora. C-5 alkinilni derivati
pirimidina 14a-e priredeni su Sonogashira-inom reakcijom aciklickog 5-joduracilnog derivata
s odgovaraju¢im terminalnim alkinima pomocu paladijevog(0) katalizatora, bakrovog (I)
jodida (Cul) i baze, tercijarnog amina. Novopriredeni spojevi su okarakterizirani
spektroskopskim metodama *H i *C NMR, te masenom spektrometrijom. Rentgenskom
strukturnom analizom odredena je kristalna i molekulska struktura spojeva 8a, 11 i 14c. N-
acikli¢ki pirimidinski derivat s 5-furilnim supstituentom 8a i 5-jod N-acikli¢ki derivat 12
pokazali su snazno i selektivno antiproliferativno djelovanje na karcinom dojke (MCF-7) te

na normalne fibroblaste porijeklom iz ¢ovjeka (BJ).
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Summary

Danijel Glavac

SYNTHESIS , CRYSTALLOGRAPHYC ANALYSIS AND CYTOSTATIC
ACTIVITY OF C-5 ALKYNYL AND HETEROARYL N - ACYCLIC
PYRIMIDINE NUCLEOSIDE ANALOGUES

Structural analogs of natural nucleosides in which a purine, pyrimidine or sugar ring is
replaced by structurally related heterocyclic base or an acyclic side chain have pronounced
cytostatic and antiviral activities. The study is focused on the synthesis of the novel
pyrimidine analogues that mimic the structure of natural pyrimidine nucleosides. Pyrimidine
derivatives with a heteroaryl substituent at C-5 of pyrimidine moiety 8a-b were prepared
using palladium catalysed Stille coupling reaction of the corresponding organostannane and
unsaturated organic electrophile. C-5 alkynyl pyrimidine derivatives 14a-e were prepared via
Sonogashira coupling of the N-acyclic 5-iodouracil derivative with suitable terminal alkynes
in the presence of palladium (0) catalyst, copper (1) iodide (Cul) and tertiary amine as a base.
Novel compounds were characterized by *H and **C NMR as well as mass spectrometry. X-
ray crystal structure analysis and molecular structure of compounds 8a, 11 and 14c¢ were also
determined. N-acyclic pyrimidine derivatives with a furyl 8a and iodo substituent 12 at C-5
position of primidine ring have shown significant and selective antiproliferative effect on

brest cancer carcinoma cells (MCF-7) and normal human fibroblast (BJ).
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supstituiranih N-dihidroksiizobutilnih derivata pirimidina, IX. susret mladih kemijskih

inZenjera "Nove tehnologije i transfer znanja", Zagreb, RH, 2012 (poster, sazetak).
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SlikaP2.

a) Spektar 'H NMR spoja 8b;
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SlikaP3.

a) Spektar '"H NMR spoja 13a;

ys8us 254 2 RERRAAAEEI
VN =) V25
| f
| [ i '
| { | [ |
) f | | | I |
! ! f I ! P I
COCH;
7
6
gm | |3 !
. i 5
4; |I :II. || ‘ || 3| I2 L!-I Y 1
|* | I k"d/ III L/J’ rlt IFI /l‘l
| S N R Vi ALY ",
Iy re g7 O R A A
BjS BjD 7.‘5 .'-’jD E\jS 6:0 5j5 SjD 4:5 4jD 3j5 3:0 ZjS ZTD 1:5 1.0 D:S
F1 {ppm }
13 : .
b) spektar ~°C NMR spoja 13a;
= F & o s ZaEs - = e e = W ooy = o
EE = GERETE  SAnos g F A - b FEsmdosd
N I R N (] i | TS RIS
2" OAc
lu 3"
4> 0Ac 4
COCH, "
- 1 g o 1 :!_
ico C-4 c-2 ! |
qmmn\m} WWMWWLW (Y
C-6 ; ,
! b
3
37!l
COCH3
1?‘0 léD léD I‘II'D léD 12‘0 11‘0 10‘0 QID 8‘0 ?ID 6‘0 SID 4‘0 S0 =0 1‘0
f1 (pprn 2

58



Prilozi

SlikaP4.

a) Spektar *H NMR spoja 13b;
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SlikaP5.

a) Spektar 'H NMR spoja 13c;
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SlikaP6.

a) Spektar *H NMR spoja 13d;

4 235 2IRmRALEALAY ygmas ZoREE LoBneos
T WS NN s MAPYY AR
I
)
I3 T [
( I.’I I_ll II i
J f A J
COCH;
(]
6 Ph-2'
' Ph-3'
3
]
1
4"\ |Ph-4 1" o
| |‘| ’” Ii"u'. | |l. 3':#| i
! ] ] |
.'[ S e u“* ;A___JI u' \ _#I l\Jn _)|| jl W
A G A s A
8:5 5.0 75 7.‘0 6.‘5 & :D s :5 5.0 4:5 4:0 3:5 3:0 2:5 2:0 1:5
fi {ppm}
13 : .
b) spektar ~°C NMR spoja 13d;
7 S § ¥ 0ORE 3
] [

Ph-3'

Ph-4'

4

iy

T T T T T ¥ T T T ¥ T T T v
170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20
f1 {ppm}

61



Prilozi

SlikaP7.

a) Spektar 'H NMR spoja 13e;
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SlikaP8.

a) Spektar '"H NMR spoja 14a;
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SlikaP9.

a) Spektar *H NMR spoja 14b;

— 11,46
73

4" “OH
1"
5
3
6
OH
4" 4'
! 2I||
NiH 3"
u | | Il
_ A - ~ I W W S N W b S —
i x T T T ! LAY
12‘.0 11‘.5 11‘.0 10‘.5 10.0 9:5 9:0 8:5 8:0 7.‘5 7.‘0 6:5 6:0 5:5 5:0 4:5 4.‘0 3:5 3:0 2:5 2‘0 1:5 1.0
F1 {ppr}
b) spektar *C NMR spoja 14b;
= al - - = r o — o
B 5% g 4 z z $F7 2 & &
[ i PN ]
e
40K . .
® & 3
1" o
- C-2 o 1
¢4 7 C:5 . L
w\wwm wmmmwmwmwlmwlwm mlmwwm A
C-6
3
léD 1;0 1‘;0 13‘0 12‘0 1 1‘0 IDID 9:3 a0 ?ID 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0
f1 {ppm}

64



Prilozi

SlikaP10.

a) Spektar *H NMR spoja 14c;
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SlikaP11.

a) Spektar *H NMR spoja 14d;
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SlikaP12.

a) Spektar 'H NMR spoja 14e;
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Slika P13.

a) Maseni spektar spoja 8a;
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b) Kromatogram HPLC (254,4 nm) spoja 8a;
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Slika P14.

a) Maseni spektar spoja 8b;
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b) kromatogram HPLC (254,4 nm) spoja 8b;
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Slika P15.

a) Maseni spektar spoja 14a;
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Slika P16.

a) Maseni spektar spoja 14b;
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Slika P17.

a) Maseni spektar spoja 14c;
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b) kromatogram HPLC (254,4 nm) spoja 14c;
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Slika P18.

a) Maseni spektar spoja 14e;
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